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The opening is introduced into the cell (3) 
membrane within the area of the ceil mounting (5) 
and spaced away from the support edge An 
Independent claim is included for suitable equipment 
which includes the cell mounting with e.g. 
appropriate instruments, electrodes and/or radiative 
energy sources. 
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(g) Verfahren und Vorrichtung zur intrazellularen Manipulation einer biologischen Zelle 

(§) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur intrszeilufaren „ ^ 

Manipulation einer biologischen Zelle (3), die in einem 
Nahrmedium (2) adharent an einem Auflagebereich (5) 
angelagert wird. Innerhalb des Auflagebereichs (5) der 
Zelle (3) wird mit Abstand von deren Auftagerand erne 
Offnung in die Zellmembran der Zelle (3) eingebracht. Da- 
bei dichtet der die Offnung urngrenzende, an dern Aufla- 
gebereich (5) anhaftende Rand der Zeilmembran die im 
Inneren der Zelle (3) beflndliche Zellflussigkeit gegen das 
Nahrrnedtum (2} ab und isoliert die ZeUfiussigkeit gegen 
das Nahrmedium (2). Durch die Offnung hmdurch wird 
das innere der Zelle (3) manipuliert. Die Erfindung betrifft 
ferner eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
(Fig. 1). 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur intrazelluliiren 
Manipulation wenigstens einer in cincm Nahrmcdiuin be- 
findiichen, adharent an einem Auflagebereich angelagerten 5 
biologischen Zelle, wobei in die Zellmembran der Zelle eine 
Offnung eingebracht und das Zellinnere durch diese Off- 
nung hindurch manipuliert wird, Die Erfindung bezieht sich 
ferner auf eine Vorrichtung zur Manipulation des Zellinne- 
rcn wenigstens einer in einem Nahnnediuin befindltchen, 10 
eine Zellmembran aufweisenden biologischen Zelle, mit ei- 

"'nwrOfriektir^^ 

an dem die Zelle adharent anlagerbar ist, mil einem Pcrati- 
onswerkzeug zum Offnen der Zellmembran, und mit wenig- 
stens einem im Bereich des Porationswerkzeugs befindli- 15 
chen Durchtrittskanal zur Manipulation des Zellinneren. 

Aus Alberts, B. et al., Molekularbiologie der Zelle, 3. 
Auflage, VCH-Verlag (1995) r Seite 212 &, kennt man be- 
rolls cine Vorrichtung der cingangs genannten Art, die eine 
rnit einer Absaugvorrichtung verbundene, aus einem elek- 20 
trisch isolierenden Material bestehende Hohlnadel mit einer 
Innenhohlung aufweist, die am freien Ende der Hohlnadel 
eine Offnung hat, Zum Offnen der Zellmembran wird die 
am freien Ende der Hohlnadel befindiiche Offnung auBen- 
seitig an die Zellmembran angesetzL urn dann mittels der 25 
Absaugvorrichtung einen Unterdruck in der Innenhohlung 
der Hohlnadel zu erzeugen. Durch diesen Unterdruck wird 
ein vor der Offnung der Hohlnadel befmdliches Zellmem- 
branstuck aus dem Membranverband herausgerissem Nach 
dem Einbringen der Offnung in die Zellmembran isoliert die 30 
an dem die Offnung umgrenzenden Randbereieh der Zell- 
membran angreifende Hohlnadel die im Inneren der Zelle 
enthaltene Zellflussigkeit elektxisch gegen das Nahrme- 
dium. Durch die in die Zellmembran eingebrachte Offnung 
hindurch wird dann das innere der Zelle manipuliert. Bei- 35 
spiels weise kann der Zellkern durch Ansaugen von Zellflus- 
sigkeit In die Hohlnadel aus der Zelle entfernt werden und 
anschlicBcnd cin andercr Zed J kern durch die Offnung in das 
Zellinnere eingebracht werden. 

Das vorbekannte Verfahren und die fur Durchfuhrung des 40 
Verfahrens verwendete Vorrichtung haben den Nachteil, daB 
zum Positionieren der Hohlnadel an der Zelle ein Mikroma- 
nipulator erforderlich ist. Dadurch ergibt sich eine ver- 
gleichsweise komplizierte und teure Vorrichtung, AuBerdem 
wird die Zuganglichkeit der auf dem Ohjekttrager befindli- 45 
chen Zellen durch den Mikromanipulat or stark einge- 
schrankt. Das Verfahren und die Vorrichtung eignen sich 
desfaalb nur fur eine intrazellulare Manipulation einzelner 
oder allenfalls fur eine gleichzeitige Manipulation einer 
kleinen Anzahl auf dem Objektlrager befindlieher Zellen. 50 
Dabei ist ein aufwendiges manuelles Positionieren der 
Hohlnadel an der Zelle erforderlich. 

Aus Alberts, B. ct al., Molckularbiologie der Zelle, 3. 
Aufiage, VCH-Verlag (1995), Scite 213 ist auch bereits be- 
kannt, eine in einem Nahrmedium schwimmende Zelle zwi- 55 
schen zwei jeweils von der Zelle beabstandeten groBnachi- 
gen Elektroden anzuordnen und an diese Elektroden eine 
elektrische Spannung anzulegen. Dabei wird die Zellmem- 
brane der Zelle durch Elektroporation an mehreren Stellen 
gleichzeitig geoffnet, so daB in dem Nahrmedium befindli- 60 
ches, in die Zelle einzubringendes Genmaterial dmch die 
Offnungen der Zelle hindurch in das Innere der Zelle diffun- 
dieren konnen. Nachteilig ist dabei jedoch, daB eine solche 
Einbringung von Genmaterial statistischen Schwankungen 
unterliegt und von verschiedenen Parametera beeinfluBt 65 
wird, wie beispieisweise der Konzentration des Genmateri- 
als int Bereich der Zelle, der GroBe des einzubringenden 
Genmaterials und der GroBe der in die Zellmembran einge- 
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brachten Offnungen. Das vorbekannte Verfahren ermoglich 
somit keine gezielte Manipulation des Zellinneren. 

Es besteht deshalb die Aufgabe, ein Verfahren und eine 
Vorrichtung der cingangs genannten Art zu schaffen, die ein 
einfaches Manipulieren des Inneren einer Zelle ermogli- 
chen, Insbesondere soli ein aufwendiges manuelles Positio- 
nieren einer Hohlnadel an der zu behandelnden Zelle ver- 
mieden werden. 

Die Losung dieser Aufgabe besteht beziiglieh des Verfah- 
rens darin, daB die Offnung innerhalb des Auflagebereichs 
der Zelle und mit Abstand von deren Auflagerand in die 
"Zehrnembrane-eirTgebraehbwird; — 

Dadurch ist es moglich, ein fur das Einbringen der ZeU- 
membran-Offnung verwendetes Porationsmittel oder ein 
Porationswerkzeug in dem Auflagebereich der Zelle an dem 
Ohjekttrager anzuordnen, so daB die Zelle beim Anlagern an 
dem Auflagebereich gleichzeitig auch an dem Porationsmit- 
tel oder dem Poralionswerkzeug positioniert ist. Dadurch 
kann cin aufwendiges manuelles Positionieren cincs Porati- 
onswerkzeuges entf alien, Da die Offnung innerhalb des 
Auflagebereichs der Zelle und rnit Abstand vom Rand des 
Auflagebereichs in die Zellmembran eingebracht wird, dich- 
tet der die Offnung umgrenzende, adharent an dem Auflage- 
bereich anhaftende Membranbereich der Zelle die Offnung 
gegen das Nahrmedium ab. Die im Inneren der Zelle befind- 
liche Zellmlssigkeit ist dadurch elektrisch weitestgehend ge- 
gen das Nahrmedium isoliert, so daB ein Potentialausgieich 
zwischen dem Zellpotential im Inneren der Zelle und dem 
des Nahrmediums verhindert wird. Durch die in die Zell- 
membran eingebrachte Offnung hindurch kann dann das 
Zellinnere manipuliert werden, 

Bei einer besonders vorteilhaften Ansfuhrungsforrn der 
Erfindung wird die Offnung mittels Elektroporation in die 
Zellmembran eingebracbt. Beider Durchfuhrung des Ver- 
fahrens kann beispieisweise eine Elektroporations-Elek- 
trode in dem Auflagebereich fur die Zelle angeordnet wer- 
den, an der sich die Zelle adharent anlagert Zum Einbringen 
der Offnung in die Zellmembran braucht dann nur noch cine 
elektrische Spannung zwischen der Elektroporatlons-Elek- 
trode und dem Nanrmedimn angelegt zu werden, die einen 
elektrisehen StromfluB bewirkt, der die Zellmembran offnet. 

Bei einer anderen Ausfuhrungsform der Erfindung wird 
zum Einbringen der Ofmung in die Zellmembran auf einen 
Teiibereich der Zellmembran wenigstens ein mechanischer 
Impuls ausgeiibt. Dabei lost sich dieser Teiibereich der Zell- 
membran aus dem Membranverbund heraus. Gegebenen- 
falls kann auch eine Impuisfoige mit mehreren Einzeiimpui- 
sen zur Anwendung komrnen. 

Besonders vorteilhaft ist, weon die Offnung mittels 
Schallwellen, insbesondere Ultra- und/oder Hyperschall- 
wellen in die Zellmembran eingebracht wird. Dabei ist es 
sogar moglich, daB die Schallwellen auf den zu offnenden 
Bereich der Zellmembran fokussicrt wird und/oder daB 
mehrere Schallwellen derart uberlagert werden, daB sich 
ihre Schwingungen in dem zu offnenden Bereich der Zell- 
membran zu einer Schwingung mit erhohter Amplitude 
uberlagem. Die Zellmembran kann dadurch beruhrungslos 
gedfrhet werden. 

Eine beriilirungslose Offnung der ZeHmembran kann aber 
auch in der Weise erfoigen, daB ein Teiibereich der Zell- 
membran mit energiereicher Strahlung, insbesondere mit 
Lasers trahlung bestrahlt wird. Dabei wird die Wellenlange 
der S trahlung vorzugsweise so gewahlt, daB die Zellmem- 
bran die S trahlung gut absorbiert. ZweckmaBigerweise wird 
die Strahlung an dem Aufiagebereich der Zelle in diese ein- 
gekoppelt. Gegebenenfalls kann ein Laserstrahi aber auch 
auBerhalb des Auflagebereichs in die Zelle eingekoppeit 
werden, indem in einen dort beflndlicben Membranbereich 
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zunachst eine kleine Einkoppeloffhung eingebracht wild, 
durch die der Lasers trahl anschlieSend durch das Innere der 
Zelle hindurch auf einen im Auflagebereich der Zeile be- 
fmdlichen Membranbereich projiziert wird, urn dort durch 
Verschwenken des Laserstrahis um die Einkoppeloffhung 
einen Teilbereicb der Membran aus dem Membran verb und 
herauszuschneiden, 

Bei einer anderen Ausfuhrungsform des Verfahrens wird 
die Offnung durch Einwirkung einer chemischen Prorations- 
Substanz in die Zellmembran eingebracht, Als Porations- 
rnittel kann dabei beispielsweise ein Perforin oder Triton® 
verwendet werdem . - 

Besonders vorteilhaft ist, wenn eine elektrisch und/oder 
chemisch und/oder durch Stxahiung aktivierbare chemische 
Substanz verwendet wird und wenn diese Substanz zum 
Einbringen der Offnung in die Zellmernbran durch Einwir- 
kung von Strahlung, einer Chemikaiie und/oder sines elek- 
trischen Feldes aktiviert wird. Die Substanz wird also durch 
Encrgiczufuhr aktivicrt. Dabei konncn zum Bcispicl frcic 
Radikale erzeugt werden, welche den zu offhenden Teilbe- 
reich der Zellmembran zerstoren, Im inaktiven Zustand ver- 
hSit sich die Substanz gegeniiber der Zelle weitgehend neu- 
tral, so daB sie das Anlagern der Zelle an dem Auflagebe- 
reich praktisch nicht beeinfluBt Es kann auch eine chemi- 
sche Substanz verwendet werden, die durch Zugabe einer 
weiteren Substanz chemisch aktiviert wird. 

Eine andere Ausfuhrungsform des \ferfahrens sieht vor, 
daB ein zu of mender Teilbereich der Zellmembran durch 
Beaufschiagung mil einem Unterdruck und/oder einem 
IJberdruck aus dem Membran verb and herausgelost wird. 
Dazu kann beispielsweise in einem den Auflagebereich auf- 
weisenden Objekttrager innerhalb des Auflagebereich s eine 
kleine Offnung vorgesehen sein, durch welche die Zelle so 
stark angesaugt wird, daB der vor der Offnung befindliche 
Membranbereich aus dem Membranverbund herausgerissen 
wird. Zum Ofifrten der Zellmembran kann durch die 0 timing 
hindurch aber auch ein Uberdmckimpuls auf einen Mem- 
branbereich der Zelle ausgcubt werden. 

Vorteilhaft ist, daB die Zelle durch eine Saugkraft an dem 
Auflagebereich fixiert wird. Dadurch kann das Anhaften der 
Zelle an dem Auflagebereich eines Objekttragers verbessert 
werden. Die Saugkraft ist dabei so bemessen, daB die Zell- 
membran durch die Saugkraft mechanisch nicht besehadigt 
wird. 

Vorteilhaft ist, wenn nach dem Einbringen der Offnung in 
die Zellmembran durch die Offnung hindurch wenigstens 
eine Substanz und/oder ein Zellbestandteii aus dem Zeliin- 
neren entnommen und/oder in das Zeiiinnere eingebracht 
wird. So kann beispielsweise em Medikament, ein Protein 
und/oder eine andere biologisch wirksame Substanz durch 
die Offnung hindurch in das Innere der Zelle gebracht wer- 
den. um deren Reaktion zu testem Es kann aber auch ein 
Gen oder ein Gcnfragmcnt aus der Zciic entnommen odor in 
diese eingebracht werden. Es kann sogar der Zellkern durch 
die Offnung hindurch aus der Zelle entnommen und durch 
einen anderen ersetzt werden. 

Beziiglich der Vbrrichtung besteht die Losung der vorste- 
hend genarmten Aufgabe darin, daB das Porationswerkzeug 
innerhalb des Aufiagebereichs angeordnet ist. Die Zelle 
kann sich dadurch an dem in dem Auflagebereich befmdli- 
chen Porationswerkzeug anlagern. In vorteilhafter Weise 
wird dadurch ein aufwendiges manueiles Positionieren des 
Porationswerkzeuges an der Zelle vermieden. Auch werden 
keineHilfsvorrichtungen, wie beispielsweise Mikromanipu- 
latoren benodgt. Dadurch ist es mogiich, mehrere dicht be- 
nachbart zu einander in dem Auflagebereich angeordnete 
Zellen gleichzeitig intrazeliular zu manipulieren. Nach dem 
Einbringen der Offnung in die Zellmembran verbleibt der 



die Offnung umgebene Rand der Zellmembran mit dem 
Auflagebereich des Objekttragers in Beriihrung und dichtet 
die Offnung der Zellmembrane gegen das Nahrmediura ab. 
Eine besonders vorteilfiafte Ausftihmngsform der Erfin- 

5 dung sieht vor, daB das Porationswerkzeug innerhalb des 
Aufiagebereichs von wenigstens einem elektrischen Isolator 
umgrenzt ist. Durch den elektrischen Isolator ist die im In- 
neren der Zelle befindliche Zellfltissigkeit dann elektrisch 
gut gegen das Nahrmedium isoliert, so daB das Innere der le- 

10 benden Zelle liber einen langeren Zeitraum manipuliert wer- 
den kann, ohne daB die Zelle abstirbt Der Isolationswider- 

^-£^£=£^^-^1^ tr~^^lr^3aE^±^"'^<iTXXX~ ^^^iJ^try^? — aoE««3r -xs-t — v ^s^^w^iss t^~^x:^>S — 

ais 10 Megaobm. Dadurch wird ein Potentialausgleich zwi- 
schen dem Nahrmedium und der Zellfiussigkeit weitestge- 

15 bend unterbunden. Gegebenenfalls kann der Objekttrager 
vollstandig aus einem isolierenden Material bestehem Der 
Isolator kann aber auch im Inneren des Objekttragers mit 
Abstand zur Oberflache des Aufiagebereichs angeordnet 
scin. 

20 Vorteilhaft ist, wenn das Porationswerkzeug die im Aufla- 
gebereich des Objekttragers befindliche Mundung des 
Durchtrittskanals im wesentlichen konzentrisch umgrenzt. 
Das Zeiiinnere kann dann durch die Offnung hindurch noch 
besser manipuliert werden, ohne daB bei der Manipulation 

25 der die Ofmung umgrenzende Randbereich der Zellmem- 
bran besehadigt wird. 

Besonders vorteilhaft ist, wenn das Porationswerkzeug 
eine Elektroporations-Elektrode ist der eine mit dem Nahr- 
medium in Kootakt bringbare Referenzelektrode zugeordnet 

30 ist, und wenn die Elektroporations-Elektrode und die Refe- 
renzelektrode zum Elektroporieren der Zellmeiiibran der 
Zelie mit einer elektrischen Spannungsquelle verbindbar 
sind. Die Elektroporations-Elektrode ist innerhalb des Auf- 
iagebereichs des Objekttragers angeordnet, so daB sich eine 

35 an dem Isolator adharent angelagerte Zelle gegebenenf als an 
der ELektrode anlagern kann oder sich zumindest bis in den 
Wirkungsbereich eines von der Elektrode ausgehenden 
elektrischen Feldes an diese annahcra kann, Bcim Anlcgen 
der Elektroporadons- Spann ung an die Elektrode flieBt ein 

40 elektrischer Strom, der in die Zellmembran eine Offnung 
einbringt, Dabei verbleibt der die Offnung umgebene Rand 
der Zellmembran mit dem Auflagebereich in Berahrung und 
dichtet die Offnung gegen das Nalirmedium ab. Nach dem 
Einbringen der Offnung in die Zellmembran wird die Elek- 

45 rrode von der Elektroporauons-Spannungsquetle getrennt, 
so daB das Innere der Zelle dann durch die Offnung hindurch 
verandert werden kann. 

Bei einer vorteilhaften Ausfuhrungsform der Vorrichtung 
ist das Porationswerkzeug zum Off nen der Zellmembran der 

50 Zelle iniLlels wenigstens eines Aktuators, insbesondere ei- 
nes Piezoelements quer zur Oberflache des Aufiagebereichs 
relativ zu dem Objekttrager hewegbar Bei dieser Vorrich- 
tung wird die Offnung also mechanisch in die Zellmembran 
eingebracht. Dabei kann das Porationswerkzeug gegebenen- 

55 falls wechselweise auf die Zellmembran zu und von dieser 
wegbewegt werden, Zu diesem Zweck kann der Aktuator 
mit einer Ansteuereinrichtung zum Erzeugen einer mechani- 
schen Schwingung, insbesondere einer Ultra- oder Hyper- 
schallschwingung verbunden sein. Das Porationswerkzeug 

60 kann in einer rechtwinklig oder in einer schrag zur Oberfla- 
che des Aufiagebereichs verlaufenden Richtung relativ zu 
dem Objekttrager bewegbar seim 

Vorteilhaft ist, wenn das Porationswerkzeug mindestens 
eine, vorzugsweise gegeniiber der OberO achenebene des 

65 Aufiagebereichs vorstehende scharfe Spitze oder Kante auf- 
weist Das Poratationswerkzeug kann dann gegebenenfalls 
an der Zelknemhran anliegen, so daB diese noch besser me- 
chanisch geoffnet werden kann. Wenn das Porationswerk- 
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zeug eine Elektrode zum Elektroporieren der Zellmembrane 
ist, ergibt sich beim Anlege-n einer Porationsspannung an die 
Elektrode an der scharfen Spitze oder Kante eine besonders 
hone elektrische Feldstarke, was das Offnen der Zellmem- 
brane erieichert 

Besonders vorteilhaft ist, wenn als Porationswerkzeug ein 
Laserslxahl vorgesehen ist und wenn der Stxahlengang des 
Laserstrahls durch den Durchtxittskanal hindurch zti der im 
Auflagebereich befmdlicken Miindung gefuhrt ist. Mit die- 
ser Vorrichtung kann ein Teilbereich der Zellrnerrtbran kurz- 
J^i^? e Iii£^^^ optischer Strahlung bestrahlt wer- 



den, wobei sich dieser so stark erwarmt, 3aB sicn^lie~ZeIF 
mernbran ofthet Gegebenenfalls konnen innerhalb oder au- 
Berhalb des Durchtrittskanais Stralilfuhrxmgsrnittel angeord- 
net sein. 

Besonders vorteilhaft 1st, wenn zum Erzeugen des Laser- 
strahls eine Laserdiode in den Objekttrager mtegriert ist, 
Dabei kann die Laserdiode sogar direkt hinter der Miindung 
des Durchtrittskanals angordnct. scin, so daB die Lascrstrah- 
lung unrriittelbar und somit weitgehend verlustfrei in die 
ZeUmembran der an dem Auflagebereich angelagerten Zelle 
eingekoppelt werden kann. 

Bei einer vorteilhaften Ausfuhrungsform ist vorgesehen, 
daB das Porationswerkzeug zum Ofinen der Zellmembran 
der Zelle im Auflagebereich des Objektrragers eine chemi- 
sche Porations-Substanz aufweist und/oder daB eine chemi- 
sche Porations-Substanz durch den Durchtrittskanal zu des- 
sen Miindung zufiihfbar ist Die Offnung kann also auch 
chemisch in die 2^11membran eingebracht werden, wobei 
als Porationsmittel zum Beispiel Perf orine oder Triton® ver- 
wendet werden konnen, Gegebenenfalls kann der Durch- 
trittskanal mit einem die Porations-Substanz enthaltenden 
Depot verbunden oder verbindbar sein, aus dem die Porati- 
ons-Substanz der ZeUmembran zufuhrbar ist. 

Bei einer anderen Ausfuhrungsform weist die Vorrich- 
tung wenigstens eine Pumpe auf, die zum Offnen der ZeU- 
membran durch Beaufschlagung mil Unter- oder Uberdruek 
mit dem Durchtxittskanal verbunden ist und/odcr daB in der 
Durchtrittskanal uber ein Ventii oder dergleichen Absperr- 
element mit einem Unter- oder "Oberdruckspeieher verbind- 
bar ist Die Ofrhung kann dann durch Unter- oder Uberdruek 
in die ZeUmembran eingebracht werden, wobei der Unter- 
bzw. Uberdruek nach dem Offnen der ZeUmembran abge- 
schaltet wird. Dadurch wird bei einem Offnen der ZeUmem- 
bran durch Unterdruck ein Absaugen von Zellfldssigkeit aus 
dem Inneren der Zelle weitestgehend vermieden. Entspre- 
chend wird beim Offnen der ZeUmembran mittels Uber- 
druek vennieden, daB ein in dem Durchtrittskanal. befiri dit- 
ches Medium, das vorzugsweise ein Fluid ist, in das Inner© 
der Zelle gelangen kann. Zum Abschallen des Unter- bzw. 
Oberdrucks kann beispielseise eine beim Offnen der ZeU- 
membran in dem Durchtrittskanal auftretende Druckveran- 
dcrung cnnittclt werden, In vortcilhaftcr Wcisc kann der 
Durchtrittskanal vor dem Anlagem der Zelle auch dazu ge- 
nutzt werden, urn Nahrmedium aus dem Auflagebereich ab- 
zusaugen, so daB in dem Nahrmedium eine Stromung ent- 
steht, welche die darin befindlichen Zelien zu der im Be- 
reich des Poradonswerkzeugs angeordneten Mundung des 
Durchtrittskanals leitet 

Eine vorteilhafte Ausfuhrungsfomi sieht vor, daB das Po- 
rationswerkzeug an einem gegen liber der Oberftachenebene 
des Auflagebereich s vorstehenden Vorsprung angeordnet 
ist. Dadurch ergibt sich ein guter elektrischer und/oder me- 
chanischer Kontakt zwischen dem Porationswerkzeug und 
der ZeUmembran. 

ZweckmaSigerweise ist vorgesehen, daJ3 sich der Quer- 
schnitt des Vorsprungs ausgehend von der Oberflachen- 
ebene des Auflagebereichs zu der am weitesten vorstehen- 



den Stelle verjungt. Die Zelle haftet dann im Bereich des 
Vorsprungs besonders gut an dem Auflagebereich des Ob- 
jektrragers an. AuBerdem kann der Isolator bei der Herstel- 
lung des Objektrragers als Beschichtung fertigungstech- 
5 nisch besser auf dem sich verjungenden Bereich des Vor- 
sprungs aufgetragen werden. 

Bei einer vorteilhaften Weiterbildung der Erflndung ist 
vorgesehen, daB der Objekttrager tm Auflagebereich eine 
Profiiierung aufweist, die wenigstens eine urn das Porations- 
10 werkzeug umlaufende ProtHierurrgsvertiefung und/oder ei- 
nen um das Porationswerkzeug umlaufenden Profilierungs- 
vorspr^ 

Zellflussigkeit gegen das Nahrmedium durch die an dem 
Isolator anhaftende ZeUmembran erreicht. 

is Vorteilhaft ist, wenn die Prorllierungsvertiefung und/oder 
der Profilierungsvorsprung in Erstreckung srich tun g durch 
wenigstens eine Unterbrechung unterbrochen ist Die Zelle 
kann dann im Bereich der Profiiierung besser an der Ober- 
flache des Objektrragers anhaftcn. Der Profilicrungsvor- 

20 sprung bzw. die Prorllierungsvertiefung konnen beispiels- 
weise eine Wabenstruktur oder eine Struktur nach Art eines 
Karo- oder Schachbrettmusters aufweisen. 

Besonders vorteilhaft ist, wenn die Proill ienings vertie- 
fung und/oder der Profiferungs vorsprung ringformig ausge- 

25 bildet ist und wenn vorzugsweise mehrere solcher migfor- 
miger Prormerungsvertiefungen und/oder Profilierungsvor- 
spriinge im wesentlichen konzentrisch zum Porationswerk- 
zeug angeordnet sfnd. Somit sind radial zum Porationswerk- 
zeug mehrere Profilierungs verti efungen und/oder -vor- 

30 sprunge hintereinander geschaUet bzw. ineinander ver- 
schachlelt, so daB die Zallflussigkeil noch besser gegen das 
Nahrmedium abgedichtet ist. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der Erflndung sieht 
vor, daB der elektrische Isolator eine an der Oberflache der 

35 Profiiierung angeordnete Isolationsschicht ist. In vorteilhaf- 
ter Weise wird durch die so proftlierte Isolationsschicht der 
Weg tiir einen an der Oberflache des Isolators von der Ze li- 
ft ussigkeit zu dem Nahrmedium flicBcndcn Kricchstrom 
vergroBert, so daB die im Inneren der Zelle befindliche Zell- 

40 fliissigkek nach dem Ofmen der ZeUmembran noch besser 
gegen das Nahrmedium isoliert ist. 

Eine andere Ausfiihrungsform sieht vor, daB der (die) 
Profilierungs vorsprung (-vorsprtinge) auf die Oberflache 
des elektrischen Isolators aufgebracht ist (sind). Der Objekt- 

45 irager ist dann feiligungstechnisch einfacher herstellbar. 

Besonders vorteilhaft ist, wenn daB im Auflagebereich 
des Objektrragers an dessen Oberflache eine wenigstens ein 
ZeUadhasionsprotein aufweisende Beschichtung und/oder 
eine hydrophile Beschichtung und/oder unrriittelbar benach- 

50 bart zu dem Poradonswerkzeug eine hydrophobe Beschich- 
tung angeordnet ist. Die ZeUmembran der Zelle haftet dann 
besser an dem Objekttrager an. Die ZeUadhasions-Be- 
schichtung kann bcispiclswcisc Larninin, Fibroncctin oder 
Poly~L-Lysin aufweisen. Oegebenenfalls kann an dem an 

55 die Elektrode angrenzenden Rand des Auflagebereichs auch 
eine hydrophobe Beschichtung rnit BindungssteUen flir in 
der ZeUmembran befindliche hydrophobe Lipide angeord- 
net sein. 

Vorteilhafi ist, wenn als mechanische Fuhrung fur die 
60 ZeDen beidseits des Poradonswerkzeugs Begrenzungs- 
wande angeordnet sind 7 die vorzugsweise einen nutenarti- 
gen Fuhrungskanal begrenzen. Dabei ist das Porationswerk- 
zeug vorzugsweise mitdg zwisclten den Begrenzungswaxi- 
den am Nutgrund des Fuhrungskanal angeordnet, so daB in 
65 dem Fuhrungskanal befindliche Zelien sich im wesentUchen 
nur in Erstreckungsrichtung des Ftihrungskanals bewegen 
konnen und dann zwangslaufig rnit dem Porationswerkzeug 
in Beruhrung geraten. 
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Vbrteilhaft ist, wenn zum Erzeugen ernes die Zelle zu dem 
Porationswerkzeug leitenden elektrischen Feldes im Aufla- 
gebereich und/oder benachbart dazu wenigstens eine Zu- 
satzelektrode angeordnet ist Dadurch kann an der Oberfla- 
che des Objekttragers ein eiektrisches Feld erzeugt werden, 
das auf biologische Zellen, deren Dielektrizitatskonstante 
sich von derjenigen des Nahrmediums, in dem sie angeord- 
net sind, uaterscheidet, eine Kraft ausiibt, welche die Zellen 
zu dem Porationswerkzeug leitet. 

Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist 
der Qbjskttrager als etwa plattenforrniges Tra gert eii ausge- 



das Poradonswerkzeug mittels eines Piezo-Blernenis be- 
wegbar ist, 

Fig* 7 einen Langsschnitt durch eine Vorrichtung, bei der 
eln I^serstrahl in den Durchtrittskanai eingekoppelt wird, 
5 Fig. 8 einen Langsschnitt durch einen Objekttrager, der 
eine zwischen zwei Begrenzungswahden innerhalb einer 
Obernachenstrakturierung angeordnetes Porationswerkzeug 
aufweist 

Fig. 9 eine Aufsicht auf einen Objekttrager, der ein Array 
10 rnit einer Vielzahl von Porationswerkzeugen und Durch- 
trittskanalen aufweist, 



bildet das an einer FLachseite den Auflagebereieh aufweist, 
daS der Durchtrittskanai den Objekttrager ausgehend von 
dem Auflagebereich zu der diesem abgewandten Riickseite 
des Objekttragers durehsetzt, und daS der Objekttrager im 
Bereich des Durchtrittskanals eine Wandungsschwachung 
aufweist, die in Erstreckungsrichtung des Durchtrittskanals 
eine kleinere Abraessung aufweist als ein zu der Wandungs- 
schwachung bcnachbartcr Wandungsbcrcich. Der Durch- 
trittskanai ist also im Bereich einer Wandungsschwachung 
durch den Objekttrager hindurchgefuhrt und durehsetzt die- 
sen vorzugsweise rechtwinkiig zu der durch den Auflagebe- 
reich aufgespannten Ebene. Dadurch wird eine besonders 
kurze Durchtrittskanallange erreicht Der Durchtrittskanai 
kann beispielsweise mit einer an der Riickseite des Objekt- 
tragers angeordneten Pumpe oder einer Absaugeinrichtung 
verbunden scin. Der an die Wandungsschwachung angren- 
zende und diese vorzugsweise omgrenzende Wandungsbe- 
reich des Objekttragers weist eine groBere Wandicke auf als 
die Wandungsschwachung, was die mechanische Stabilitat 
des ObjekLtragers verbessert 

Vbrteilhaft ist, wenn die Wandungsschwachung an einer 
an der dem Auflagebereich abgewandten Ruckseite des Ob- 
jekttragers befmdiichen, vorzugsweise trichterformigen 
Einformung angeordnet ist Der Auflagebereich kann dann 
in einer sich bis iiber die Wandungsschwachung hinweg er- 
streckenden Ebene angeordnet sein, so daB sich die Zellen 
besscr daran an lag era konncn. 

Eine besonders vorteilhafte Weiterbildung der Erfindung 
sisht vor, daB in dem Auflagebereich mehrere, jeweils we- 
nigstens einen Durchtrittskanai aufweisende Porationswerk- 
zeuge vorzugsweise als Arrays angeordnet sind. Mit einer 
solchen Vorrichtung kann eine Vielzahl dicht zueinander be- 
nachbarter Zellen entweder gleichzeitig oder zeitlich nach- 
einander intrazellular manipuiiert werdem, wodurch stadsti- 
sche Schwankungen eieminiert werden konnem Gegebenen- 
falis kann in den Objekttrager auch ein Multiplexer inie- 
griert sein, mit dem eine Vielzahl von Elektroporations- 
Eiektroden wechselweise nacheinander angesteuert werden 
konnen, wodurch sich Anzahl der Zuleilungen zu dem als 
Objekttrager entsprechend reduziert 

Nachfolgend sind Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung 
anhand dcrZoichnung nahcr crlautcrt Es zeigen: 

Fig. 1 einen Langsschnitt durch eine Vorrichtung zur Ma- 
nipulation des Zellinneren einer Zelle, mit einem ein Porati- 
onswerkzeug autweisenden Objekttrager, auf dem eine in 
einem Nam-medium befindhche biologische Zelle adharent 
angelagert ist, 

Fig. 2 einen Langsschnitt durch eine Vorrichtung ahnlich 
Fig. 1, wobei jedoch der Auflagebereich des Objektiragers 
unprofiliert ist, 

Fig. 3 eine Aufsicht auf das in Fig* 2 gezeigte Poradons- 
werkzeug, 

Fig. 4 eine Darstellung ahnlich Fig. 2, wobei jedoch das 
als Elektrode ausgebildete Porationswerkzeug eine im we- 
scntiichen zytindrische Form aufweist, 

Fig. 5 eine Aufsicht auf die Elektrode gem. Fig. 4, 

Fig, 6 einen Langsschnitt durch eine Vorrichtung, bei der 



Fig, 10 eine Aufsichf auf einen ObjekWagel^ 
lagebereich eine Karr>Sfrukturierung aufweist und 

Fig. 11 eine Aufsicht auf einen Objekttrager, dessen Auf- 
15 lagebereich wabenformig struktmiert ist 

Eine im ganzen mit 1 bezeichnete Vorrichtung zur Mani- 
pulation des Zellinneren einer in einem Nahrmedium 2 be- 
findlichen biologischen Zelle 3 (Fig* 1) weist einen Objekt- 
trager 4 auf, der cincn Auflagebereich 5 hat, an den die Zcllc 
20 3 adhareiit anlagerbar ist. 

Die Zelle 3 ist also auf dem Objekttrager 4 immobilisiert 
und haftet an dem Auflagebereich 5 an. Zum Einbringen ei- 
ner Offhung in die an dem Auflagebereich 5 anhaftende 
Zelle 3 ist innerhalb des Aunagebereichs 5 ein Porations- 
25 werkzeug 6 angeordnet Der Objekttrager 4 weist einen 
Durchtrittskanai 7 zur Manipulation des Zellinneren auf, der 
im Bereich des Porationswerkzeugs 6 in den Auflagebereich 
5 mundet. In Gebrauchsstellung ist der die Mundung um- 
grenzende Rand des Objekttragers 4 mit Abstand vom Auf- 
30 lagerand der Zelle 3 angeordnet ist. Der an dem Objekttra- 
ger 4 anhaftende Membranbereich der Zelle 3 umgrenzt also 
die Mundung des Durchtrittskanals 7, wodurch die im Inne- 
ren der Zelle 3 befindliche Zell fltissigkeit nach dem Einbrin- 
gen der Offhung in die Zellmembran gegen das Nahrrne- 
35 dium 2 abgedichtet wird. 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen nach Fig. 1 bis 3 1st das 
Porationswerkzeug 6 eine Elektroporations -Elektrode, die 
cincn gegeniiber der Obcrtlachcncbcne des Aunagebereichs 
5 vorstehenden aktiven Elektrodenbereich 8 hat Die Elek- 
40 trode ist als Hohl-Elektrode ausgebildet die von dem 
Durchtrittskanai 7 durehsetzt ist Ein Abschnitt des Durch- 
trittskanals 7 erstreckt sich von dem dem aktiven Elektro- 
denbereich 8 abgewandten Ende der Elektrode zu dem akti- 
ven Elektrodenbereich 8. Wie aus Fig. 3 und 5 besonders gut 
45 erkennbar ist, umgrenzt der aktive Elektrodenbereich 8 die 
Mundung des Durchtrittskanals 7 lingformig. In dem Aufla- 
gebereich 5 ist ferner ein den aktiven Elektrodenbereich 8 
umgrenzender elektrischer Isolator 9 angeordnet, an dem die 
Zelle 3 gegen das Nahrmedium 2 abdichtend anlagerbar ist. 
50 Die Elektrode mittels einer in den Objektirager iniegrier- 
ten Leiterbahn an ein eiektrisches oder elektronisches 
Schaltelement angeschlossen, mit dem sie mit einer Elektro- 
porations-Spannungsqucllc verbindbar ist Zum Offncn der 
Zellmembran wird zwischen dem Porationswerkzeug 6 und 
55 dem Nahrmedium 2 eine elektrische Spannung angelegt 
woraufhin liber das Porationswerkzeug 6 ein elektrischer 
Strom in die Zellmembran flieBt, der die Zellmembran im 
Bereich des Porationswerkzeugs 6 ofmet Die in die Zelle 3 
mittels des Porationswerkzeugs 6 eingebrachte Offhung ist 
60 durch den sie umschlieSenden, an dem Isolator 9 des Ob- 
jekttragers 4 anhaftenden Zellmembranbereich gegen das 
Nahrmedium 2 abgedichtet, Dadurch wird ein Potentialaus- 
gLeich zwischen dem Potential der im Inneren der Zelle 3 
befindlichen ZeUflUssigkeit und dem des Nahrniediums 2 
65 verhindert 

Nach dem Off n en der Zeiimembran wird das Innere der 
Zelle 3 durch den Durchtrittskanai 7 hindurch manipuiiert, 
Dabei kann beispielsweise durch den Durchtrittskanai 7 eine 
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Substanz aus dem Zeliinncrcn entnommen und/oder in das 
Zellinnere eingebracht werden. Die Substanz kann bei- 
spielsweise ein Zellbestandteil, ein Gen, em Protein, ein io- 
xischer Staff, den die Zelle detektieren soli, und/oder ein 
Medikamcnt, dessen "Wirkung auf die Zelle untersueht oder 
nut dem die Zelle behandeit werden soil, aufweisen. Es kon- 
nen aber auch in der Zelle vorhaudene Suhstanzen oder Zell- 
bestandteile verandert werden, indern sie beispielsweise 
durch den Durchtrittskanal 7 hindurch mit energiereicher 
Strahkmg bestrahlt werden. Durch den Durchtrittskanal 7 
hindurch kann auch ein Mikromanipulator oder dcrgieiehen 



Siliziumcarbid, Glas oder KunststorT bestehen kann, Auf 
dieses Substrat kann der Isolator 9 als Beschichtung, bei- 
spielsweise durch Sputtern aufgebracht sein, Gegebenen- 
falls kann das Substrat 12 auch eine flexible Folie seim 

5 Bei dem Ausfuhrungsbeispiel nach Fig. 6 ist zwischen 
dem Poradonswerkzeug 6 und dem Substrat 12 des Objekt- 
tragers 4 ein Piezoelement 13 angeordnet, das an seinem 
freien, relativ zu dem Objekttrager 4 beweglichen Ende das 
Porationswerkzeug 6 tragt. Dieses hat an seinem dem Piezo- 

10 element 13 abgewandten Ende eine scharfe Ring-Kante 10, 
die Gebrauchsstellung an der Zelle 3 angreift. Mit seinem 

element 13 an dem Substrat 21 des Objekttragers 4 frxiert 
ist In dem Auflagebereich 5 ist der das Porationswerkzeug 6 

15 umgrenzende elektrische Isolator 9 angeordnet, der uber die 
Kegelmantelflache des Porationswerkzeugs 6 bis dicht an 
deren scharfe Xante 32 herangefuhrt ist. Mittels des Piezo- 
elements 13 kann die Xante 10 des Porationswerkzeugs 6 
ctwa in Richtung der Obcrflachcnnormalc der durch den 

20 Auflagebereich 5 aufgespannten Ebene relativ zu dem Ob- 
jekttrager 4 auf eine an dem Auflagebereich 5 angelagerte 
Zelle 3 zu und von dieser wegbewegt werden. Das Piezoele- 
ments 13 ist dazu mittels elektrischer AnschLuBleitungen 14 
mit elner Strom versorgung verbindbar. Die Isolator 9 be- 

25 steht aus einem eiasrischen Material, das bei einer Ansteue- 
rung des Piezoelements uber die AnschluBleitungen 14 eine 
Kelativbewegung zwischen dem Porationswerkzeug 6 und 
dem Substrat 12 des Objekttragers 4 enridgiicht, 

Mit dem Piezoelement 13 konnen sinzelne mechanische 

30 Impulse, eine Impulsfolge oder eine mechanische Sch win- 
gun g auf einen Teilbereich der Zellinembrane ubertragen 
werden. Dabei wird ein etwa kreisscheibenformiger Bereich 
der Zellmembran aus dem Membranverbund der Zelle 3 
herausgeschnitten. Durch die dadurch in der Zellmembran 

35 entstehende OrTnungs kann das Innere der Zelle 3 anschlie- 
Bend manipuliert werden kann. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel nach Fig, 7 ist das Porati- 
onswerkzeug 6 ein Lasers traht der durch den Durchtrittska- 
nal 7 in den Auflagebereich 5 einkoppelbar ist. Der Laser- 

40 strahi kann mit einem externen Laser 15 oder mittels einer in 
den Objekttrager 4 integrierten Laserdiode erzeugt werden. 
Wie aus Fig. 7 schematisch erkennbar ist, wird der Laser- 
strahl an einer von der Mundung des Durchtrittskanals 7 be- 
abstandeten S telle mittels geeigneter Strahlformungs- und/ 

45 oder -fuhrungsmittel in Erstreckungsrichtung des Durch- 
trittskanals 7 in dies en eingekoppclt und tritt an der Muu- 
dung des Durchtrittskanals 7 etwa in Richtung der Oberfla- 
chennormalen der durch den Auflagebereich 5 aufgespanm 
ten Ebene aus dem Auflagebereich 5 aus. Mit dem Laser- 

50 strahi kann ein Teilbereich der Zetunembrau der an dem 
Auflagebereich 5 angelagerten biologischen Zelle 3 be- 
strahlt werden. Die Wellenlange der Laserstrahlung ist so 
gcwahlt, daB die Zellmembran die Laserstrahlung absor- 
biert. Beim Bestrahten der Zellmembran mit dem Laser- 

55 strahi wird diese so stark erwarmt, daB sich die Zellmem- 
bran an der bestrahlten S telle 6ffheL Nach dem Einbringen 
der Offnung wird die Laserstrahlung abgeschaltet, so daB 
dann durch die Offnung hindurch das Zellinnere manipuliert 
werden kann. Der die Miindung des Durchtrittskanal 7 in 

60 dem Auflagebereich 5 umgrenzende Isolator 9 dichtet das 
Innere der an dem Auflagebereich 5 anhaftenden, geoffneten 
Zelle gegen das Nahrmedium 2 ab, 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel nach Fig, 8 ist urn das freie 
Ende des gegenuber der Oberflachenebene des Auflagebe- 

65 reichs 5 vorstehenden, die scharfe Kante 10 aufweisenden 
Porationswerkzeugs 6 herum in einem etwa ringlormigen 
Bereich eine chemische Substanz immobilisiert, die bei Be- 
riihrung mit einer an dem Auflagebereich 5 angelagerten 



Werkzeug in das Innere der Zelle emgefuhrt werden, urn 
dort mechanise h das Zellinnere zu manipulieren. Dadurch 
kann an einer bestimmten S telle im Zellinneren gezielt eine 
Verinderung vorgenommen werden. 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen nach Fig. 1 bis 3 weist 
das als Elektrode ausgebildete Porationswerkzeug 6 etwa 
die Form eines Kegelstumpfs auf, wobei der im wesentii- 
chen zylindrischc Durchtrittskanal 7 die Elektrode cntlang 
der Mittelachse des Kegels durchsetzt, Die SynraieLrieaehse 
der Elektrode ist jeweils etwa rechtwinklig zur Oberflachen- 
ebene des Objekttragers 4 im Auflagebereich 5 angeordnet. 
Das Porationswerkzeug 6 kann ganz oder fceilweise in die 
Oberflache des Objekttragers 4 eingelassen seim 

Der aktive Elektrodenbereich S der Elektrode umgrenzt 
jeweils die Mundung des Durchuittskanals 7 und weist eine 
gegenuber der Oberflachenebene des Auflagebereichs 5 vor- 
stehende, scharfe Ring-Kante 10 auf, deren Querschnitt sich 
ausgehend von der Oberflachenebene des Objekttragers zu 
der am weitesten vorstehenden Stelle der Elektrode ver- 
jungL Dadurch enlsteht beim Anlegen einer Elektroporati- 
ons-Spannung an das Porationswerkzeug 6 in dem aktiven 
Elektrodenbereich 8 eine besonders hohe elektrische Eeld- 
starke, die das Offnen der Zellmembran erleichtert. 

Der die Hohl-Elektrode durchsetzende Teilbereich des 
Durchtrittskanals 7 kann mit Nahrmedium 2 gefullt sein, 
Dadurch konnen die elektrischen Ladungstrager von der den 
Durchtrittskanal 7 umgrenzenden Inncnwand der Elektrode 
zu der an der Mundung des Durchtrittskanals 7 befindHcheo 
Zellmembran gelangen, wodurch sich insgesamt eine gro- 
Sere wirksame Elektrodenftache ergibt und der elektrische 
Kontaktwiderstand zwischen der Elektrode und der Zellftus- 
sigkeit entsprechend vermindert ist. Die Elektrodenoberfia- 
che kann eine Oberflachenrauhigkek aufweisen, welche die 
Oberflache der Elektrode vergroBert. Die Elektrode kann 
beispielsweise aus porosem Silizium bestehen oder eine Be- 
schichtung aus diesem oder einem anderen porosen Material 
aufweisen, 

Wie in Fig. 1, 4, 6 und 7 besonders gut erkennbar ist> 
weist der elektrische Isolator 9 innerhalb des Auflagebe- 
reichs 5 einen gegenuber dessen Oberflachenebene vorste- 
henden Vbrsprung 11 auf, an dessen der Oberflachenebene 
abgewandten frcicm Ende der akdvc Elektrodenbereich 8 
der Elektroporations-Elektrode angeordnet ist. Der aktive 
Elektrodenbereich 8 ist dadurch elektrisch gut leitend an die 
an dem Auflagebereich anhaftende Zelle 3 angekoppelt, Der 
Querschnitt des Vorsprungs 11 verjungt sich ausgehend von 
der Oberflachenebene des Auflagebereichs 5 zu der am wei- 
testen vorstehenden Stelle him Dadurch sind der Vbrsprung 
11 und die Elektrode fertigungstechnisch besser herstelibar. 
AuBerdem ermoglicht der sich verjuiigende Vorsprung 11 
eine gute mechanische Festigkeit, Der Vorsprung 11 kann 
aber auch einen in seiner Erstreckungsrichtung konstanten 
Querschnitt aufweisen. Der Vorsprung 11 kann beispiels- 
weise mittels LIGA-Teehnik hergestetlt werden. 

Der Objekttrager 4 weist ein im wesentlichen platienfor- 
rniges Substrat 12 aufweist, das beispielsweise aus einem 
Halbleitermaterial (z.B. Silizium oder Gallium-- Arsenid), 
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Zelle 3 eine Oftnung in deren Zellmembran einbringt, Diese 
Ausfuhrungsform weist einen besonders einfachen Aufbau 
auf. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel gemaB Fig, 4 und 5 1st der 
Durchtrittskanal 7 mit einem Fluid gefullt Der Durchtritts- 5 
kaoal 7 1st mit einer Pumpe verbunden, mit dem das in dem 
Durchtritrskanal 7 enthaltende Fluid gegen eine die Miin- 
dung des Durchtrittskanals 7 abdichtende Zellmembrane ei- 
ner dort angelagerten Zelle 3 mit einem steuerbaren Unte.r- 
druck beaufschlagbar ist. Der die Miindung des Durchtritts- 10 
kanals 7 umgrenzende Ran d weist eine ringformig e scharfe 



Messer-Kante 10 auf, die gegeniiber der Oberflachenebene 
des Auflagebereichs 5 vorsteht. Nach dem Anlagern der 
Zelle 3 an dem Porationswerkzeug 6 wird em Teilbereich 
der Zellmembran der Zelle 3 durch Absaugen von Nahrme- is 
dium 2 aus dem Duichtrittskanal 7 kurzzeitig so stark mit 
Unfsrdrttck beaufschlagt, daB der von der scharfen Kante 10 
des Porationswerkzeugs 6 umgrenzte Membranbereich der 
Zellmembran aus dem Mcmbranvcrbund hcrausgclost wird. 
Dadurch wird eine Offhung in die Zellmembran einge- 20 
bracht, durch welche das Innere der Zelle 3 manipuliert wer- 
den kann. Nach dem Einbringen der Offhung wird der Un~ 
terdruck in dem Durchtrittskanal 7 abgeschaket. 

Nach dem Einbringen der Offnung in die Zellmembran 
der Zelle 3 kann die mit dem Durchtrittskanal 7 verbundene 25 
Pumpe kurzzeitig in ihrer Forderrichtung umgekehrt wer- 
den, um eine in dem Durchtrittskanal 7 befindliche Sub- 
stanz, beispielsweise ein Medikament und/oder einen Fluo- 
renzfarbstoff durch die Offnung der Zellmembran direkt in 
das Zellinnere zu injizieren. Wenn an dem Porationswerk- 30 
zeug 6 keine Zelle 3 angelagert 1st, kann der Durchtrittska- 
nal 7 auBerdem dazu benutzt werden, um in das Nahrme- 
dium 2 eine eotsprechende Substanz einzuleitem 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen gemaB Fig, 8 and 9 weist 
der Objekttrager 4 im Aufliagebereich 5 jeweils mehrere, um 35 
das Porationswerkzeug 6 umlaufende Profilierungsvertie- 
fungen 16 auf, 

Wic aus Fig. 1 bcsondcrs gut crkcnnbar ist, wird dadurch 
die Abdichtung der Zellmembran der Zelle 3 gegen den 
Aunagebereich 5 des Objekttragers 4 verbessert. 40 

Die ProfiMerungsvertiefungen 16 sind gesehlossene Ring- 
nuten, die konzentrisch zu dem Porationswerkzeug 6 ange- 
ordnet sind. Die Ringnnten weisen jeweils einen etwa recfat- 
eckformigen Querschnitt auf. Zueinander benachbarte Ring- 
nuten sind jeweils in etwa gleichen Abstanden zueinander 45 
angeordnet (Fig. 9). Die Abstande zueinander benachbarter 
Pronlierungsvertiefungen 16 und die Tiefe dieser Profilie- 
rungs vertiefungen 16 sind an den Typ der an dem Auflage- 
bereich S anzuiagemden Zellen 3 angepaBt, Die Kanten der 
Profilierungsveru'efungen 16 konnen gerundet sein, um das 50 
adharente Anlagern einer Zelle 3 zu erleichtern. 

Die ProfiMerungsvertiefungen 16 konnen in ihrem Veriauf 
Untcrbrcchungcn aufwciscn, wic dies am Bcispicl cincr 
Karo-Strukturierung in Fig. 10 und einer Wabenstruktur in 
Fig, 11 gezeigt ist. Die Obernachenpronlierungen, die Ober- 55 
flachenrauhigke.it und das ObernachenmateriaL konnen je- 
weils an einen bestimmten Zelltyp angepaBt sein. Dadurch 
kann die ZeHadhasion verbessert Oder gesteuert werden, 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen nach Fig. 1 und 8 ist die 
Obernachen-Profilierung 16 als Beschichtung mit Metho- 60 
den der Halbleitertechnik auf den elekErischen Isolator 9 
aufgebracht. Der Objekttrager 4 ist dadurch als Halbieiter- 
chip auf einfache Weise herstellbar. Die Oberftaehen-Pron- 
lierung kann aber auch mit anderen Verfahren, beispiels- 
weise in Dickschichttechnik auf den Isolator 9 aufgebracht 65 
werden. 

Bei dem Ausfuhrungs beispi el gemaB Fig. 8 sind beidseits 
des Porationswerkzeugs 6 Begrenzungswande 17 angeord- 



net, die zusammen mit dem Isolator 9 einen im Querschnitt 
etwa U-fbrmigcn Fiihrungskanal 18 bilden. Dabei sind die 
Profilierungen 16 und das Porationswerkzeug 6 am Boden 
des Fuhrungskanals IS zwischen den Begrenzuogswanden 
17 angeordnet. Die Begrenzungswande 17 bilden ein Hin- 
dernis fur in dem FiihrungskanaL 18 befindliche Zellen 3, 
das diese nicht oder nicht ohne weiteres uberwinden kon- 
nen. Die Zellen 3 konnen sich dadurch im wesentlichen nur 
in Erstreckungsrichtung des Fuhrungskanals 18 bewegen, 
wobei sie zwangslaufig mit dem Porationswerkzeug 6 in Re- 
ruhrung geraten. 
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6 angeordneten Begrenzungswande 17 ist an die Abmessun- 
gen der Zellen 3 angepaBt und ist vorzugsweise etwas gro~ 
Ber gewahlt als der Zelldurchmesser der Zellen 3. Gegebe- 
nenfails konnen mehrere Porationswerkzeuge 6 in Erstrek- 
kungsrichtung des Fuhrungskanals 18 hintereinander ange- 
ordnet sein. Dadurch konnen mehrere Zellen 3 glekhzeitig 
geoffhct und intrazcllular manipulicrt werden, Der Quer- 
schnitt des Fuhrungskanals 18 kann sich in Erstreckungs- 
richtung verjungen oder erweitern, cL h. der Fuhrungskanal 
18 kann an unterschiedlichen Stellen eine unterschiedliche 
Breite und/oder unterschiedliche Querschnittsabmessungen 
auf weisen. Ausgehend von der tiefsten zu der am weitesten 
vorstehenden Steile des Fuhrungskanals 18 kann sich der 
Querschnitt des Fuhrungskanals 18 beispielsweise verjiin- 
gen, 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel gemaB Fig. 9 sind im Auf- 
lagebereich 5 des Objekttragers 4 mehrere Porationswerk- 
zeuge 6 in Form etnes Arrays angeordnet. Die einzemen Po- 
rationswerkzeuge 6 sind jeweils an Rasierpunklen eines kar- 
thesischen Koordinatensystems angeordnet. Die Porations- 
werkzeuge 6 konnen aber auch in anderer Weise in dem 
Aunagebereich S verteilt sein, beispielsweise in zueinander 
versetzten Reihen oder Spalten oder frei verteilt. 

Auf und zwischen den Porationswerkzeugen 6 konnen 
zur Optimierung des Wachstums der Zellen 3 Leitstrukturen 
angeordnet sein, die cin gczicltcs Anlagern der Zellen 3 
auch und/oder zwischen den Poradonswerkzeugen 6 ermog- 
Hchen. Die Leitstrukturen konnen beispielsweise eine Ober- 
flachenstrukturierung, eine Beschichtung oder eine entspre- 
chende Topographiegestaltung umfassen. Ftir unterschiedh- 
che Zelltypen konnen verschiedene Abstande zwischen zu- 
einander benachbarten Porationswerkzeuge 6 vorgesehen 
sein. 

Bei den in der Zeichnung gezeigten Ausfuhrungsbeispie- 
len ist der Durchtrittskanal 7 jeweils mit einer Pumpe ver- 
bunden, mittels der Nahrmedium 2 aus dem Aunagebereich 
5 des Objekttragers 4 abgesaugt und an anderer Steile wie- 
der dem Aunagebereich 5 zugeruhrt werden kann, Dadurch 
wird das Anlagern einer Zelle 3 an das Porationswerkzeug 6 
erleichtert. Gegebenenfalls kann nach dem Anlagern einer 
mittels des Durchtrittskanal 7 an das Porationswerkzeug 6 
angesaugten Zelle noch fur eine besdmmte Zeitdauer ein 
schwacher Unterdruck auf die Zeile 3 ansgeubt werden, bis 
diese selbstandig an dem Aunagebereich 5 anhaf tet 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen nach Fig, 1 bis 8 ist der 
Objekttrager 4 jeweils etwa plattenfornug ausgebildet Der 
Durchtrittskanal 7 durchsetzt den Objekttrager 4 ausgehend 
von dem Auflagebereich 5 zu der diese in abgewandlen 
Ruckseite des Objekttragers, Bei dem Ausfuhrungsbeispiel 
nach Fig. 1 weist der Objekttrager 4 im Bereich des Durcb- 
trittskanals 7 eine Wandungsschwacbung 20 auf, die eine 
geringere Wanddicke hat als ein seitlich dazu benachbarter 
Wandungsbereich. Dies wird durch eine an der Ruckseite 
des die Wandungsschwacbung 20 aufweisenden Objekttra- 
gersbereichs angeordnete tri chterformige Einformung 19 er- 
reicht. Der Querschnitt der Einformung 19 verengt sich aus- 
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gehend von der riickseitigen Oberfiachenebene des Objekt- 
tragers 4 zu der tieftsten Stelle der Einformung 19 bin. Da- 
durch ergibt sich eine gute mechanische Stabilitat An der 
Ruckseite des Objekttragers 4 weist der Durchtrittskanal 7 
eine AuschluBstelle 21 zum Verbinden mit einer Pumpe, ei- 5 
nem Unter- oder Uberdrackreservoir, einem Laser oder der- 
gleichen Einrichtung auf. Erwahnt werden soli noch, daB 
auch bei den Ausfuhrungsbeispielen nach Fig» 2 bis 11 der 
Objekttrager im Bereich des Durchtnttskanals 7 eine rcdu- 
zierte Wandstarke autweisen kann. to 
Zusammenfassend betrifFt die vorliegende Erfindung ein 



trischen Feldes aktiviert wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, daB ein zu dfmeiider Teilbereich 
der Zellmembran durch Beaufschlagung mit einem Un- 
terdruck und/oder einem Uberdruck aus dem Mem- 
bran verband herausgelost wird. 

11. Verfabren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, da- 
durch gekennzeichnet, da6 die Zelle (3) durch eine 
Saugkraft an dem Auflagebereich fixiert wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet, daB durch die Offnung hindurch 



Verfahren zur intrazellularen Manipulation einer biologi- 
schcn Zelle 3, die in einem Nahrmedium 2 adharent an ei- 
nem Auflagebereich 5 angelagert wird. Innerhalb des Aufla- 
gebereichs 5 der Zelle 3 wird mit Afestand von deren Aufla- 15 
gerand eine Offnung in die Zelimernbran der Zelle 3 einge- 
bracht, Dabei dichtet der die Offnung umgrenzende, an dem 
Auflagebereich 5 anhaftende Rand der Zelimernbran die im 
Inncrcn der Zelle 3 bcfindlichc ZellHussigkcit gegen das 
Nahrmedium 2 ab und isoliert die Zellflussigkeit gegen das 20 
Nahrmedium 2. Durch die Offnung hindurch wird das In- 
nere der Zelle 3 manipuiiert. 



Patentanspriiche 



25 



1. Verfahren zur intrazellularen Manipulation wenig- 
stens einer in einem Nahrmedinm hefindlichen, adha- 
rent an einem Auflagebereich angeLagerten biologi- 
schen Zelle (3), wobei in die Zelimernbran der Zelle (3) 
eine Offnung eingebracht und das Zellinnere durch 30 
diese Offnung hindurch manipuiiert wird, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Ofrnung innerhalb des Auflage- 
bereichs (5) der Zelle (3) und mit Abstand von deren 
Auflagerand in die Zellmembrane eingebracht wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 35 
net, daS die Offnung mittels Eiektroporation in die 
Zelimernbran eingebracht wird. 

3> Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zum Einbringen der Ofrnung in die Zeli- 
mernbran auf einen Teilbereich der Zelimernbran we- 40 
nigstens ein mechanischer Impuis ausgeubt wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Offnung mittels Schail- 
welien, insbesondere Ultra- und/oder Hyperschallwel- 
len in die Zelimernbran eingebracht wird. 4S 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Schailwelien auf den zu 
offhenden Bereich der Zelimernbran fokussiert wird. 
6» Verfahren nach einem der Anspriiche I bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, daB mehrere Schailwelien der- 50 
art iiberlagert werden, daB sich ihre Schwingungen in 
dem zu offhenden Bereich der Zelimernbran zu einer 
Schwingung mit crhohtcr Amplitude ubcrlagcm. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, daB zum Einbringen der Off- 55 
nung in die Zelimernbran ein Teilbereich der Zelimern- 
bran der Zelle (3) mit energiereicher Strahlung, insbe- 
sondere mit Lasers lxahiung bestrahlt wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Offnung durch Einwir- 60 
kung einer chemischen Porations-Substanz in die Zeli- 
mernbran der Zelle (3) eingebracht wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB eine elektriscb und/oder 
chemisch und/oder durch Stxahlung aktivierbare Pora- 65 
tions-Substanz verwendet wird, die zum Einbringen 
der Offnung in die Zelimernbran durch Einwirkung 
von Strahlung, einer Chemikalie und/oder eines elek- 



"weiSgstens eine Substanz und/oder ein ZellBestandteil 
aus dem Zellinneren entnommen und/oder in das Zel- 
linnere eingebracht wird. 

13. Vorrichtung zur Manipulation des Zellinneren we- 
nigstens einer in einem Nahrmedium befindlichen, eine 
Zelimernbran aufweisenden biologischen Zelle (3), mit 
einem Objekttrager, der wenigstens einen Auflagebe- 
reich (5) hat, an dem die Zcllc (3) adharent anlagcrbar 
ist, mit einem Porationswerkzeug (6) zum Offnen der 
Zelimernbran, und mit wenigstens einem im Bereich 
des Porationswerkzeugs (6) befindlichen Durchtrittska- 
nal (7) zur Manipulation des Zellinneren, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Porationswerkzeug (6) innerhalb 
des Auflagebereichs (5) angeordaet ist 

14. Vbrrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Porationswerkzeug (6) innerhalb des 
Auflagebereichs (5) von wenigstens einem elektrischen 
Isolator (9) umgrenzt ist. 

15. Vbrrichtung nach Anspruch 13 oder 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug (6) die im 
Auflagebereich (5) des Objekttragers (4) befindliche 
Mundung des Durchtnttskanals (7) im wesentlichen 
konzentrisch umgrenzt. 

16. vbrrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug 
(6) eine Elektroporations-ELektrode ist, der eine mit 
dem Nahrmedium (2) in Kontakt bringbarc Rcfcrcnzc- 
lektrode zugeordnet ist, und daB die Elektroporations- 
Elektrode und die Referenzelektrode zum Elektropo- 
rieren der Zelimernbran der Zelle (3) mit einer elektri- 
schen Spannungsquelle verbindbar sind. 

17. Vbrrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug 
(6) zum Offnen der Zelimernbran der Zelle (3) mittels 
wenigstens eines Aktuators, insbesondere eines Piezo- 
elements (13) quer zur Oberflaehe des Auflagebereichs 

(5) relativ zu dem Objekttrager bewegbar ist. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Aktuator ink einer 
Ansteuereinrichtung zum Erzeugen einer mechani- 
schen Schwingung, insbesondere einer Ultra- oder Hy- 
pcrschallschwingung verbunden ist. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug 

(6) mindestem eine, vorzugsweise gegenliber der 
Oberfiachenebene des Auflagebereichs (5) vorstehende 
scharfe Spitze oder Kante (10) aufweist. 

20. Vbrrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Porationswerkzeug 
(6) ein Laserstrahl vorgesehen ist und daB der Strahlen- 
gang des Laserstrahls durch den Durch trittskanal (7) 
hindurch zu der im Auflagebereich befindlichen Mtin- 
dung gefuhrt ist. 

2L Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, daB zum Erzeugen des Laser- 
strahls eine Laserdiode in den Objekttrager (4) inte- 
griert ist. 
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22. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug 
(6) zum Oilncn der Zeilmeriibran der Zelle (3) im Auf- 
lagebereich de-s Objekttragers (4) erne chemische Pora- 
tions-Substanz aufweist und/oder daB cine chemische 
Porations-Substanz durch den Durchtrittskanal (7) zu 
dessen Miindung zufuhrbar 1st. 

23. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie wenigstens eine 
Pumpe aufweist, die zum Offnen der Zelimembran 
durch Beaufschlagung mit. Unter- oder Uberdruck mit 



10 



streckungsrichmng des Durchtrittskanals (7) eine klei- 
nere Ahmessung aufweist als em zu der Wandungs- 
schwachung benach barter Wandira gsbcreich. 

33. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Wandungsschwa- 
chung (20) an einer an der dem Auflagebereich (5) ab- 
gewandten Riickseite des Objekttragers (4) befincUi- 
chen, vorzugsweise trichterformigen Einformung (19) 
angeordnet ist 

34. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 33, 
dadurch gekennzeichnet, daB als mechanische Fiihrung 



dem Durchtrittskanal (7) verbunden ist und/oder daB in 
der Durchtrittskanal (7) uber ein Ventii oder derglei- 
chen Absperrelement mit einem Unter- oder fiber- 
druckspeicher verbindbar ist, 

24. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug 
(6) an einem gegeniiber der Oberftachenebene des Auf- 
lagcbcrcichs (5) vorstchcndcn Vorsprung (11) angeord- 
net ist. 

25. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, daB sich der Querschnitt des 
Vorspmngs (11) ansgehend von der Oberfiachenebene 
des Auflagebereichs (5) zu der am weitesten vorstehen- 
den Steile verjiingt 

26. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Objekttrager (4) im 
Auflagebereich (5) eine Profilierung aufweist, die we- 
nigstens eine um das Porationswerkzeug umlaufende 
Profilierungsvertiefung und/oder einen um das Porati- 
onswerkzeug umlaufenden Profxlierungs vorsprung 
(16) hat. 

27. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Profilierungsvertie- 
fung und/oder der ProhUiertrngs vorsprung (16) in Br- 
streckungsrichmng durch wenigstens eine Unterbre- 
chung unterbrochen ist. 

28. Vorrichtung nach cincm der Anspriiche 13 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Pronlienwgsvertie- 
fung und/oder der Pro ftlierungs vorsprung (16) ringfx>r- 
mig ausgebildet ist und daB vorzugsweise mehrere sol- 
cher ringformiger Pro fiherungs vcrtief ungen und/oder 
ProMerungsvorsprunge (16) im wesentlichen konzen- 
trisch zum Porationswerkzeug (6) angeordnet sind, 

29. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 28, 45 
dadurch gekennzeichnet, daB der elektrische Isolator 
(9) eine an der Oberflache der Profilierung angeordnete 
Isolationsschicht ist. 

30. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, daB der (die) Prohlierungs- 
vorsprung (-vorsprunge) (16) auf die Oberflache des 
elektrischen Isolators (9) aufgebracht ist (sind). 

31. Vorrichtung nach cincm der Anspriiche 13 bis 30, 
dadurch gekennzeichnet, daB im Auflagebereich (5) 
des Objekttragers (4) an dessen Oberflache eine wenig- 
stens ein Zelladhasionsprotein aufweisende Beschich- 
tung und/oder eine hydrophile Beschichtung und/oder 
unmittelbar benachbart zu dem Porationswerkzeug 
eine hydrophobe Beschichtung angeordnet ist. 

32. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 31, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Objekttrager (4) als 
etwa plattenformiges Tragerteil ausgebildet, das an ei- 
ner Racbseite den Auflagebereich (5) aufweist* daB der 
Durchtrittskanal (7) den Objekttrager (4) ausgehend 
von dem Auflagebereich (5) zu der diesem abgewand- 
ten Ruckseitedes Objekttragers (4) durchsetzt, und daB 
der Objekttrager im Bereich des Burchtrittskanals (7) 
eine Wandungsschwachung (20) aufweist, die in Er- 
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Begrenzungswande (17) angeordnet sind, die vorzugs- 
weise einen nutenartigen Fuhruiigskanal (18) begren- 
zen. 

35. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, daB zum Erzeugen eines die 
Zelle (3) zu dem Porationswerkzeug (6) leitenden elek- 
trischen Fcldcs im Auflagebereich (5) und/oder be- 
nachbart dazu wenigstens eine Zusatzelektrode ange- 
ordnet ist. 

36, Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 35, 
dadurch gekennzeichnet, daB in dem Auflagebereich 
(5) mehrere, jewel Is wenigstens einen Durchtrittskanal 
(7) aufweisende Porationswerkzeuge (6) vorzugsweise 
als Arrays angeordnet sind. 
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